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1. S. sanguinisが産生する線毛の組立て機構 
2. S. sanguinisが産生する線毛のサブユニットタンパク質 PilAおよび PilBの構造 
申請先学部  歯学部 




S. sanguinis菌体から抽出した染色体 DNAを鋳型 DNAとして，制限酵素認識配列を付与し
たプライマーを用いた PCRにより線毛遺伝子 (PilA, PilB, PilC) を増幅した．増幅した PCR産
物と発現プラスミドを制限酵素で消化した後，T4 DNA ligase (TAKARA)と反応させ，増幅 DNA
断片をプラスミドに挿入した．そして，構築したプラスミドを大腸菌 NiCO21株 (New England 
Biolabs) に形質転換し，アミノ基末端側にヒスチジンタグが付与された線毛タンパク質を発現












 組換えタンパク質 (15~30 µg/ml) を用いて，結晶化条件のスクリーニングを行った．タンパ
ク質濃度，結晶化条件，温度，およびクライオ条件の検討を行い，単結晶を作製した．得られ




 線毛遺伝子群 (PilA, PilB, PilC) と近接するトランスペプチダーゼ遺伝子 (SrtB) のそれぞれ
について欠失株を作製した．各遺伝子の上流および下流領域の DNA断片を増幅し，オーバー
ラップ PCRにより 2種の DNA断片を繋げ，温度感受性プラスミドに挿入した．構築したプラ





野生株および 4.で作製した欠失株と復帰変異株を 37˚Cで一晩培養を行った．培養液を Vortex
ミキサーで懸濁後，10,000 ×gで 10 分間の遠心分離を行い，培養上清を調製した．トリクロ
ロ酢酸を最終濃度が 10%になるように添加し，氷上で 1時間静置した．その後，20,000 ×g
で 10 分間の遠心分離を行い，タンパク質を沈殿させた後，氷冷エタノールで洗浄し緩衝液
に懸濁した．得られた培養上清画分について，2. で作製した抗血清を用いたウェスタンブ
ロット解析により PilA，PilB，および PilCを検出した． 
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【研究経過】 
1. S. sanguinisが産生する線毛の組立て機構の解析 
 線毛遺伝子群 (PilA, PilB, PilC) と近接するトランスペプチダーゼ遺伝子 (SrtB) のそれぞれにつ
いて作製した欠失株と復帰変異株から培養上清画分を調製し，ウェスタンブロット解析に供試し
た．その結果，SrtBの欠失により，線毛タンパク質の重合を反映する高分子ラダーバンドは検出さ













野生株 (WT)と各欠失株 (∆)と復帰変異株 (Wr)の一晩培養液から培養上清画分を抽出し，抗 PilA抗
血清 (左パネル)，抗 PilB抗血清 (中央パネル)，および抗 PilC抗血清 (右パネル) を用いてウェスタ
ンブロット解析を行った． 
 
2. 組換えタンパク質 (PilA, PilB, PilC) の構造解析 














図 2．異なる条件下での組換え PilBの結晶 
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以上の結果から，S. sanguinis の線毛は SrtB により組立てられることが示唆された．しかし，各
サブユニットの線毛線維における配置や構成タンパク質の詳細は不明であり，今後の構造解析と生
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